К вопросу о морфологических критериях децеллюляризации органов и тканей by A. Sotnichenko S. et al.
65
РеГеНеРатиВНаЯ медиЦиНа и КлетоЧНЫе теХНолоГии
DOI: 10.15825/1995-1191-2017-3-65-69
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Активное развитие тканевой инженерии способствует повышению интереса к получению различных 
децеллюляризированных органов и тканей. Ранее были определены минимальные оценочные критерии 
качества получаемых тканеинженерных конструкций. В дискуссионной статье авторский коллектив на 
примере децеллюляризации сердца рассматривает примененные различными исследователями морфо-
логические методики исследования матриксов. Анализ современной литературы и собственные иссле-
дования показали, что морфологическая оценка качества децеллюляризации должна быть комплексной 
и состоять из нескольких этапов, которые включают в себя как базовые, так и дополнительные методики 
оценки.
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A rapidly growing development of tissue engineering promotes the increasing interest in the obtainment of va-
rious decellularizedtissues and organs. Minimal quality evaluation criteria of obtained tissue engineered const-
ructions have been previously specified. In the discussionpaper the group of authors considers the morphological 
methods of matrix evaluation applied by various researchers on the model of heart decellularization. The analysis 
of modern literature and the authors’ own researches have shown that morphological evaluation of decellulari-
zation quality has to be complex and should consist of several stages which include both basic and additional 
evaluation methods.
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Сердечно-сосудистые заболевания – основная 
причина инвалидности и преждевременной смерти 
жителей экономически развитых стран. Рост забо-
леваемости, поражение людей все более молодого 
возраста делают эти болезни важнейшей медико-
социальной проблемой здравоохранения [1, 2].
Трансплантация сердца – хирургический способ 
лечения терминальной стадии хронической сердеч-
ной недостаточности [3]. Ежегодно в мире прово-
дится более 2500 операций по пересадке сердца. 
Организация донорства органов, сложность пра-
вового регулирования, острая нехватка донорских 
органов, сложность их доставки, необходимость 
консервации донорского сердца, трудность поис-
ка иммунологически совместимых органов, выбор 
реципиентов для трансплантации, пожизненное 
назначение иммуносупрессивной терапии продол-
жают оставаться наиболее актуальными вопросами 
трансплантологии [4].
В связи с этим необходимо искать альтернатив-
ные источники донорских тканей и органов. Одним 
из перспективных методов решения данной проб-
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лемы является тканевая инженерия [5]. На фоне 
по след них достижений в области биоматериало-
ведения и клеточных технологий это направление 
активно развивается. Однако в данной области су-
ществует много нерешенных проблем, связанных 
с выбором материала каркаса, получением различ-
ных клеточных линий, рецеллюляризацией матрик-
сов, васкуляризацией полученных тканеинженер-
ных конструкций, и многие другие.
В последнее время кроме исследований по со-
зданию синтетических каркасов уделяется много 
внимания развитию технологии децеллюляризации 
тканей и целых органов. Принято считать, что очи-
щенная от клеток ткань теряет иммуногенность и 
ее можно использовать для алло- и даже ксеноген-
ной трансплантации. При этом ацеллюлярные тка-
ни имеют структуру экстрацеллюлярного матрикса, 
схожую с нативной, и прежде всего сохраняются 
коллагеновые волокна, в меньшей степени аморф-
ное межклеточное вещество и даже сигнальные мо-
лекулы.
Практическая цель децеллюляризации – мак-
симально полное удаление клеток из тканей с ми-
нимальным повреждением внеклеточного матрик-
са [6]. Тканеинженерные органы, предварительно 
подвергшиеся децеллюляризации, не должны со-
держать клеток донора, включая такие клеточные 
компоненты, как цитоплазма и ядра. Их присутс-
твие во внеклеточном матриксе может способство-
вать нарушению клеточной биосовместимости in 
vitro и вызывать побочные реакции в условиях in 
vivo при последующей рецеллюляризации.
Все существующие на сегодняшний день прото-
колы химической децеллюляризации заключаются 
в длительной инкубации в растворах детергентов 
и ферментов и отличаются друг от друга лишь со-
ставом и временем инкубации. Вместе с тем давно 
возникла проблема оценки качества ацеллюляр-
ных матриксов. В настоящее время не определен 
полный необходимый перечень морфологических 
методов исследования ацеллюлярных матриксов. 
Поскольку при использовании различных методов 
децеллюляризации невозможно удалить 100% кле-
ток, исследователи используют большое количество 
различных методов оценки содержания оставшихся 
компонентов клеток, таких как ДНК, митохондрии 
или мембран-ассоциированных молекул. Порого-
вая концентрация остаточного клеточного матери-
ала во внеклеточном матриксе, которая может быть 
достаточной для развития нежелательного эффекта, 
не была подробно изучена и может изменяться в за-
висимости от источника внеклеточного матрикса, 
типа ткани, в которую он был имплантирован, и им-
мунной системы реципиента.
Основываясь на результатах исследований, в 
которых изучалось развитие ремоделирующего эф-
фекта и возникновение побочных явлений на кле-
точном и организменном уровнях, были предложе-
ны следующие критерии для оценки эффективности 
децеллюляризации [7]: 1) <50 нг двухцепочечной 
ДНК в 1 мг сухого веса внеклеточного матрикса; 
2) фрагменты ДНК длиной <200 пар нуклеотидов; 
3) отсутствие видимого ядерного материала в сре-
зах ткани, окрашенных 4’,6-диамидино-2-фенилин-
долом (DAPI) или гематоксилином и эозином.
Изучение резидуального количества ядер кле-
ток заслуживает пристального внимания, так как 
от наличия ДНК зависит развитие неблагоприят-
ных реакций со стороны организма-реципиента, 
поскольку многие децеллюляризированные ткани 
получают из ксеногенных источников и есть опасе-
ния, что эта ДНК может быть включена в клетки ре-
ципиента. Содержание в ткани нуклеиновых кислот 
легко оценить. Полученные данные в этом случае 
дают основания к формированию представлений об 
остаточном количестве клеток обработанной ткани.
Более поздние работы поставили эти критерии 
под сомнение, так как менее эффективно децеллю-
ляризированные ткани показывали аналогичные 
результаты после имплантации при сравнении с эф-
фективно децеллюляризированными тканями [8]. 
Хотя эти критерии дают много полезной информа-
ции, можно утверждать, что они определяют денук-
леаризацию тканей, а не децеллюляризацию. Эти 
критерии используют ДНК в качестве ориентира 
концентрации других внутриклеточных или мем-
бранных молекул, предполагая, что они удалены с 
той же эффективностью. Тем не менее внутрикле-
точные и мембранные компоненты являются анти-
генами, которые, как было показано, обладают воз-
можностью инициировать иммунное отторжение 
при трансплантации, и требуется их определение в 
ацеллюлярных тканях. Кроме того, процесс децел-
люляризации в зависимости от агрессивности сред 
и времени инкубации может существенно менять 
структуру экстрацеллюлярного матрикса и его био-
механические свойства, что тоже необходимо учи-
тывать.
Указанные критерии являются базовыми и долж-
ны быть обязательно дополнены и расширены для 
более полной и подробной морфологической харак-
теристики получаемых ацеллюлярных матриксов.
Исходя из распространенности сердечно-сосу-
дистых заболеваний в мире, идет активная разработ-
ка подходов и методов по созданию тканеинженер-
ного сердца. Существует несколько патентованных 
методик получения децеллюляризированного сер-
дечного матрикса, базирующихся на различных де-
тергентах и энзимах, позволяющих получать ацел-
люлярные каркасы. Однако исследователи помимо 
базовых методик оценки качества получаемого мат-
рикса используют разный набор дополнительных 
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методов исследования. Авторский коллектив ра-
ботает над созданием тканеинженерных конструк-
ций интраторакальных органов и тканей, таких как 
серд це, легкие, диафрагма, пищевод. На наш взгляд, 
значимой представляется разработка алгоритма бо-
лее детальной характеристики ацеллюлярной ткани 
или органа и морфологических критериев оценки 
качества для использования в тканевой инженерии.
Так, H.C. Оtt и соавт. опубликовали перфузион-
ный метод децеллюляризации сердца крысы с при-
менением додецил сульфата натрия и тритона Х-100 
с общим временем процедуры около 135 часов. Для 
подтверждения качества децеллюляризации ис-
пользовали методики рутинной гистологической 
оценки (окрашивание гематоксилином и эозином, 
флуорохромирование DAPI), количественный ана-
лиз содержания ДНК и сканирующую электронную 
микроскопию для оценки ультраструктур матрик-
са. Авторы производили качественную оценку со-
держания внутриклеточных молекул, обладающих 
антигенной активностью (гладкомышечный актин). 
Результаты иммуногистохимического внеклеточ-
ного матрикса ацеллюлярного сердца показали 
сохраненность коллагенов I и III типов, ламинина 
и фибронектина. Механическое тестирование об-
разцов ацеллюлярных и нативных тканей показало 
высокий уровень анизотропии результатов, возрас-
тание жесткости матрикса в процессе децеллюляри-
зации. Оценку проходимости сосудов для растворов 
проводили перфузией красной смолы Mercox [9].
J.M. Wainwright и соавт. впервые опубликовали 
методику децеллюляризации сердца свиньи путем 
ретроградной перфузии аорты детергентными рас-
творами (р-р 0,02% трипсина/0,05%ЭДТА/0,05% 
NaN3; 3% р-р Тритона Х-100/0,05%ЭДТА/0,05% 
NaN3; 4% р-р дезоксихолата натрия) с общей про-
должительностью процедуры около 9 часов. Мор-
фологический анализ полученных образцов вклю-
чал в себя окрашивание гематоксилином и эозином, 
флуорохромирование DAPI для оценки сохраннос-
ти клеток и клеточных ядер. Для анализа распреде-
ления клеточных ядер, эластических и коллагено-
вых волокон, а также гликозаминогликанов авторы 
использовали окрашивание пентахром по Мовату. 
Дифференциальное окрашивание коллагенов I и 
III типов проводилось по методике окрашивания 
Herovici. Иммуногистохимический анализ был при-
менен только для определения содержания коллаге-
на IV типа в нативных и децеллюляризированных 
тканях. Специфичных реакций с антителами к дру-
гим вне- и внутриклеточным компонентам тканей 
не проводили. Количественный анализ содержа-
ния ДНК проводили колориметрическим методом 
(PicoGreenassay). Для оценки сохранности ультра-
структур ацеллюлярного матрикса сердца свиньи и 
отсутствия сохранных клеток проводили сканиру-
ющую электронную микроскопию. Дополнительно 
проведенное механическое тестирование образцов 
не показало существенных различий в прочностных 
характеристиках между нативным и ацеллюлярным 
образцами [10].
Опубликованные ранее авторским коллективом 
работы по децеллюляризации сердца крысы бази-
ровались на указанных выше исследованиях [11]. 
При работе с сердечной мышечной тканью мы 
столкнулись с проблемой выбора оптимальных 
протоколов децеллюляризации для минимизации 
структурных повреждений внеклеточного матрик-
са и эффективного удаления клеточного дебриса, 
что должно приводить к снижению антигенности 
каркаса. Использование высоких концентраций де-
тергентов приводило к чрезмерному разрушению 
ткани каркаса, а также к невозможности адекватной 
отмывки от него матрикса, что делало его токсич-
ным для стволовых клеток и не пригодным для со-
здания тканеинженерного сердца в итоге. В то же 
время использование низких концентраций детер-
гентов не позволяло адекватно децеллюляризиро-
вать сердечную мышечную ткань. Для получения 
ацеллюлярного сердечного матрикса использова-
ли модифицированный детергент-энзиматический 
протокол с использованием 4% раствора дезоксихо-
лата натрия и ДНКазы общей продолжительностью 
28 часов [12].
В качестве базовых методик определения качес-
тва полученного каркаса также использовали окра-
шивание гематоксилином и эозином, флуорохроми-
рование DAPI, количественный анализ содержания 
ДНК и сканирующую электронную микроскопию 
согласно установленным ранее базовым критериям 
оценки [7]. Оценка состояния внеклеточного мат-
рикса нативного сердца крысы на ультраструктур-
ном уровне, а также его сохранность после прове-
дения децеллюляризации проводилась при помощи 
сканирующей электронной микроскопии, позволив-
шей визуализировать на увеличении в 5000 раз мы-
шечные клетки, на увеличении в 15 000 раз – тон-
чайшие волокна внеклеточного матрикса сердца, их 
ход, структуру и диаметр.
На дальнейшем этапе возникла целесообраз-
ность проводить расширенный иммуногистохи-
мический анализ с определением как внутрикле-
точных (тропомиозин), так и мебранных (МНС I 
и II типа, десмин, фактор Виллебранда) молекул, 
обладающих антигенной активностью. Указанные 
маркеры в децеллюляризированном сердце полно-
стью отсутствовали. Далее мы проводили как ка-
чественный, так и количественный иммуногисто-
химический анализ структурных белков сердечного 
матрикса и факторов роста, не обладающих видовой 
специфичностью и антигенной активностью, таких 
как коллаген I типа (коэффициент соотношения со-
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держания белка в ацеллюлярной и нативной ткани – 
0,75), коллаген IV типа (0,71), ламинин (0,74), элас-
тин (0,71), фибронектин (0,23), VEGF (0,38).
Проведение ретроградной перфузии через аорту 
0,4% раствора трипанового синего показало про-
ходимость коронарных артерий в децеллюляри-
зированном сердце и позволило визуализировать 
сосуды вплоть до артерий третьего-четвертого по-
рядков. По результатам дополнительного механи-
ческого тестирования образцов установлено, что 
децеллюляризованное сердце имеет основные ме-
ханические характеристики выше, чем нативное, в 
1,8–1,9 раза [11]. Такое различие связано с тем, что 
децеллюляризованный матрикс представляет собой 
набор высокопрочных коллагеновых волокон, в то 
время как в исходных образцах значительный объ-
ем занимают «слабые» клеточные агрегаты. Про-
цесс децеллюляризации «освобождает» волокна 
коллагена от них, что приводит к частичному кол-
лапсу (стенка сердечной мышцы сокращается при-
мерно на 30% по толщине), и как следствие, увели-
чению плотности, что и приводит, в конечном счете, 
к повышению уровня механических характеристик. 
Ме ха ни че ское тестирование децеллюляризирован-
ного правого желудочка сердца крысы, проведен-
ное Witzenburg и соавт. (2012), также показало, что 
децеллюляризированные ткани имели значительно 
более высокую жесткость, чем нативные, что, по 
мнению авторов, свидетельствовало о низком вкла-
де мышечных клеток в жесткость каркаса, при этом 
секущий модуль упругости тканеинженерных об-
разцов и контроля отличался значительно [13].
ЗАКлЮчеНие
Анализ современной литературы и собственные 
исследования показали, что морфологическая оцен-
ка качества децеллюляризации на примере сердеч-
ной ткани должна состоять из нескольких этапов 
исследований, которые включают в себя как базо-
вые методики оценки, такие как:
– окрашивание гематоксилином и DAPI для оцен-
ки сохранности клеток и клеточных ядер;
– определение уровня остаточного ДНК – ориенти-
рами служат уровень 30% от исходного либо ко-
личественный показатель менее 50 нг/мг ткани;
– сканирующую электронную микроскопию;
так и дополнительные методы исследования:
– иммуногистохимический анализ децеллюляри-
зированных тканей с обязательным определени-
ем внутриклеточных (актин, тропомиозин – для 
мышечных тканей) и мембранных (МНС I типа, 
десмин, фактор Виллебранда) молекул-антиге-
нов;
– количественную и качественную оценку сохран-
ности белков внеклеточного матрикса (коллаге-
нов I, III и IV типов, ламинина, эластина, фибро-
нектина);
– определение механических свойств децеллюля-
ризированного матрикса.
Проведение всех этапов анализа децеллюляри-
зированных матриксов является обязательным и 
должно выполняться наиболее полным образом.
Работа выполнена при поддержке государст­
венного задания Министерства здравоохранения 
Российской Федерации (от 28.01.2015 г. ч. 1, раз­
дел 1) «Разработка экспериментальных образцов 
тканеинженерных конструкций на основе децел­
люляризированных матриксов для применения в 
регенеративной медицине» и комплексной НИР 
«Клеточные механизмы регенерации интратора­
кальных органов и тканей. Разработка тканеин­
женерных конструкций с использованием биологи­
ческих и синтетических каркасов».
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